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INTRODUÇÃO  
Por volta de 1989, a cacauicultura na região sul da Bahia começou a declinar devido à 
vassoura-de-bruxa, doença causada pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer. 
Estudos moleculares demonstram a presença de genes expressos de diferentes classes 
de proteases em bibliotecas de cDNA das interações de T. cacao-C. perniciosa 
(GESTEIRA et al., em preparação). Dentre as classes de proteases existentes, as 
cisteinas proteases (CisPr) apresentam enzimas que se destacam entre as CisPr do tipo 
caspase e as CisPr do tipo papaína. A participação de caspases em processo de morte 
celular programada (PCD, Programmed Cell Death) foi observada em plantas infectadas 
por patógenos (HOEBERICHTS et al., 2003; CHICHKOVA et al., 2004), enquanto 
papaínas de plantas foram descritas como associadas à defesa contra patógenos 
(SOLOMON et al., 1999; AVROVA et al., 1999). Por apresentar organização unicelular, 
crescimento rápido em diversas escalas, genoma relativamente pequeno e totalmente 
seqüenciado, apresentando genes que conservam um grau de homologia bastante alto 
com outros organismos, podendo alguns deles complementar funções com genes de 
outros organismos, a levedura S. cerevisiae é o microorganismo mais aplicável em estudos 
que buscam o entendimento das funções celulares de diferentes genes (VIAU, 2005). 
Desta forma, a fim de se verificar a função de uma CisPr do tipo papaína de cacau 
(TcCisPr), foram selecionados dois mutantes de levedura defectivos, respectivamente, no 
gene RIM13 (CisPr do tipo papaína) e no gene MCA1 (suposta CisPr do tipo caspase), 
para possível complementação funcional via expressão heteróloga do gene da TcCisPr. 
Para tal, inicialmente, os mutantes devem ser caracterizados fenotipicamente em relação 
ao selvagem para que possa ser atestada ou não a complementação funcional após 
clonagem do gene.  
 
MATERIAL E MÉTODOS  
Foi feita análise da sensibilidade de linhagens mutantes mca1∆ e rim13∆ derivadas da 
selvagem BY10000 quando submetidas, separadamente, aos seguintes tratamentos:  
1) exposição crônica de células em fase estacionária de crescimento (EST, 2 dias 
crescendo em meio líquido, 2 x 108 cél/mL) a paraquat [0.5, 1 e 1.5mM] e a H2O2 [3.8, 4, 
4.2 e 4.4mM];  
2) exposição de células em fase EST e em fase LOG (crescimento 4,5h em meio líquido, > 
ou = 30% brotos, 2 x 107 cél/mL) a diferentes temperaturas - [16°C, 25°C, 3 0°C e 37° C] em 
meio Y e [16°C e 30°C] em meio SC;  
3) exposição crônica de células em fase EST e em fase exponencial de crescimento 
(LOG) a: a) NaCl [0.25, 0.5 e 1M] com variação de temperatura [16°C, 25°C, 30° C], b) 
NaCl [1, 1.5 e 2M] em meio completo (Y) e em meio seletivo completo (SC), e c) em meios 
Y e SC sob diferentes condições de pH [7.4 e 8] e com variação de temperatura [16°C, 25°
C, 30°C e 37°C];  
4) exposição aguda (de 0 a 60 minutos) de células em fase EST aos agentes SnCl2 [25
mM] e NaCl [1M], e de células em fase LOG a SnCl2 [25µM];  
5) exposição de células em fase EST a UVC [40, 60 e 80J/m2] e de células em fase LOG a 
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UVC [60, 80 e 100J/m2];  
6) crescimento em meio líquido com glicerol por dois dias.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÕES  
Entre os resultados obtidos, alguns demonstraram certa divergência fenotípica entre 
linhagens mutante e selvagem, os quais indicaram: a) as linhagens mutantes foram mais 
sensíveis que a selvagem quando submetidas ao meio líquido com glicerol e quando 
expostas a 16°C em meio Y pH 7.4 (células em fases EST e LOG) e a 25°C em meio Y pH 
8.0 (células em fases EST e LOG) e pH 7.4 (células em fase LOG), sendo mais evidente 
em rim13∆; b) apenas rim13∆ apresentou-se mais sensível que a selvagem quando 
expostas a 30 e 37°C em meio Y pH 8.0 e a 16°C em m eio Y e SC (células em fase LOG); 
c) mca1∆ demonstrou menor sensibilidade que as demais linhagens ao serem expostas a 
NaCl [1.5M] em meio Y (células em fases EST e LOG), a NaCl [0.25, 0.5 e 1M] em 16°C e 
a NaCl [1M] em 25°C (células em fases EST); d) mca1∆ apresentou resistência ao 
tratamento com H2O2. Os demais resultados não foram significativos, ou seja, não 
representaram um fenótipo divergente, logo não serão válidos para uma futura análise de 
complementação funcional.  
 
CONCLUSÕES  
A partir dos tratamentos analisados foi possível caracterizar e diferenciar fenotipicamente 
as linhagens mutantes da linhagem selvagem permitindo que, futuramente, possa ser 
atestada ou não a complementação funcional dos mutantes pelo gene da TcCisPr via 
expressão heteróloga. Assim, o fenótipo escolhido para complementação funcional no 
mutante mca1∆ seria a hiperesistência ao peróxido de hidrogênio em fase EST e para o 
mutante rim13∆ seria o crescimento em meio contendo glicerol em fase EST.  
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